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BEHRINGWERKE AKTIENGESELLSCHAFT HOE 79/B 00^ 

Blutgerinnungsfaktoren und Verfahren zu ihrer Herstellung 

Die Erfindung betrifft Praparationen von Blutgerinnungs- 
faktoren, die in die Blutgerinnung fordernd Oder ihr ent- 
gegenwirkend eingreifen, das sind Gerinnungs- und Fibri- 
nolyse-Faktoren. Sie betrifft ferner Verfahren zu ihrer 
Herstellung mit dem bevorzugten Ziel, sie gegen Warme zu 
stabilisieren und somit bei deren Anwendung eine Hepatitis- 
Ubertragung praktisch auszuschlieBen . Sie betrifft insbe- 
sondere die Gerinnungsf aktoren II, VIII, XIII unci Anti- 
thrombin III sowie Plasminogen, deren Herstellungs- und 
Stabilisierungsverf ahren beispielhaft beschrieben werden. 
Ein besonderes Merkmal der Praparationen ist, dafi sie 
praktisch frei von gerinnbarem Fibrinogen sind. 

Die Blutgerinnung ist ein komplexer, in Stufen ablaufender 
Vorgang, der durch verschiedene physiologische wie patholo- 
gische Ursachen ausgelost wird und dessen Ablauf von etwa 
20 fordernden und hemmenenden Faktoren abhangt. Durch Ver- 
minderung oder Vermehrung dieser Blutgerinnungsfaktoren 
treten Storungen der Blutgerinnung auf , die sich teilweise 
als Krankheiten manif estieren . 

So ftthrt z,B. eine Erkrankung der Leber mit verminderter 
Syntheseleistung dieses Organs zu einem Abfall des Plasma- 
Prothrombin (= Faktor II) -Spiegels , ein Vorgang, der zu 
spontanen, lebensbedrohenden Blutungen fuhren kann. 
Prothrombin-Konzentrate sind hier das Mittel der Wahl fUr 
eine sofort wirkende Therapie. 

Die Hamophilie A ist durch eine Verminderung des Faktors 
VIII der Blutgerinnung bedingt und durch Blutungen, be- 
sonders in die Gelenke und die Muskulatur, charakterisiert. 
Es hat sich in den letzten Jahren gezeigt, daB die Prognose 
der an diese Hamophilie Erkrankten durch substituierende 
Therapie von Faktor VIII enthaltenden Praparaten wesentlich 
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gebessert werden kann. 



Der Blutgerinnungsfaktor XIII greift in die letzte Phase 
der Blutgerinnung in dera Sinne ein, daS monomeres Fibrin 
polymerisiert wird. Faktor XIII wird deshalb auch haufig 
f ibrinstabilisierender Faktor genannt. Ein bei Faktor XIII- 
Mangel gebildetes Fibringer innsel ist relativ leicht wieder 
abbaubar mit der Folge einer gestorten Wundheilung. Fak- 
tor XHI-Praparationen werden deshalb klinisch an Patien- 
ten mit einer kongenitalen oder erworbenen Faktor XIII- 
Mangelerkrankung appliziert. 

Das Antithrombin III wirkt inhibierend auf Thrombin und 
aktivierten Faktor X (F Xa) sowie andere Ser inproteasen 
in der Reihe der Ger innungsf aktoren . Es kommt . ihm deshalb 
eine groBe Bedeutung in der Steuerung der Blutgerinnung 
zu. Bereits relativ geringe Verminderungen des Antithrom- 
bingehaltes im Blut fuhren zu einer betr achtlichen Erho- 
hung des Thrombose-Risikos . 

Das Plasminogen ist das zentrale Protein der fibrinolyti- 
schen Aktivitat des Plasmas. Es ist das Zymogen des 
Plasmins, einer Protease mit einer hohen Spezifitat fur 
Fibrin und Fibrinogen. Nach abgeschlcssener Thrombusbil- 
dung und Einsetzen der Wundheilung wird in einer lokalen 
Proteolyse das Fibrirgerinnsel durch Plasmin abgebaut. 
Plasminogenmangel , wie sie z.B. unter eine Fibrinolyse- 
therapie vorubergehend auftreten, konnen mit Plasminogen- 
Konzentraten erfolgreich therapiert werden. 

Es sind verschiedene Verfahren zur Herstellung von humanen 
Faktor II-, VIII- , XIII- und Antithrombin III- sowie Plas- 
minogen-Konzentraten aus Blut, Blutplasma oder Plazenten 
bekannt . 
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So kann ein Faktor II-Praparat nach der Methode von Soulier 
et al.: Thrombosis Diath. Haemorrh. Suppl. 35, 62 (1969) 
hergestellt werden. Die Herstellung von Faktor VIII-Konzen- 
trat ist beispielsweise nach der sogenannten Methode IV 
(Johnson, A.J. : Blood 28, 1011 (1966) L) unter Verwendung von 
Polyathylenglykol moglich. 

Faktor XIII kann beispielsweise nach H. Bohn; Blut 25, 235 
(1972) aus humanen Plazenten gewonnen werden. Einem japa- 
nischen Patent von Fukushima, R. et al. (No. Sho 51-134878, 
1976) entsprechend, konnen Faktor XIII-Konzentrate mit ent- 
sprechendem Verlust an Aktivitat (ca. 50 %) in Gegenwart 
von Aminosauren, Monosacchariden Oder Zuckeralkoholen 10 
Std. auf 60°C erhitzt werden. Dabei hat jede der drei Kom- 
ponenten einen Stabilisierungsef f ekt ftir den Faktor XIII. 

Antithrombin III und Plasminogen konnen nach Verfahren 
hergestellt werden, wie sie bei H. G. .Ichwick und N. Heim- 
burger in "Antithrombin, uterine H&mostase, Herz und Blut- 
gerinnung", Verhandlungen der Dt. Arbeitsgemeinschaf t fttr 
Blutgerinnung, 1971, S. 1-16, bei Andersson, L. K. et al. , 
DE-AS 22 43 688, bzw. bei D. G. Deutsch und E. To Mertz , 
Science V7°' 1095 (1970) oder bei Heimburger, N. , DE-P 
20 57 401 beschrieben werden. 

Allen Praparationen , welche nach den beschriebenen Verfah- 
ren hergestellt sind, ist gemeinsam, daB sie nicht frei 
vom Risiko der Hepatitisubertragung sind. In einem Verfah- 
ren der Albuminherstellung, das als Hepatitis sicher gilt 
(Gellis, S.S. et al.: J. Clin. Invest. 27, 239 (1948)) 
wird die Erhitzung als wesentlich erachtet. Folglich 
mufiten auch die Konzentrate der Gerinnungsf aktoren in 
einem Ver f ahrensschritt mindestens 10 Std. auf 60°C in 
wassriger Losung erhitzt werden. Eine solche Behandlung 
von Faktor XIII ist zwar in obigem japanischen Patent 
schon beschrieben, doch fuhrt dies zu erheblichen Aus- 
beuteverlusten. FUr alle anderen PrSparate sind solche 
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Stabilisierungsverf ahren gegen Erhitzen bisher unbekannt, 
Insbesondere war man bei Faktor VIII bisher der Ansicht, 
daB er, als einer der warme-labilsten Gerinnungsf aktoren, 
eine Erhitzung ohne Aktivitatsverlust bzw. Denatur ierung 

5 iiberhaupt nicht ubersteht. Ein weiterer Mangel der bekann- 
ten Verfahren; insbesondere bei Faktor VIII, besteht da- 
rin, diesen vom begleitenden Fibrinogen abzutrennen. Beide 
Proteine haben ahnliche physikalisch-chemische Eigenschaf- 
ten und sind mit Methoden, die im ProduktionsmaBstab ange- 

10 wendet werden konnen, nicht quantitativ voneinander zu 
trennen. 

Es ist bereits bekannt, daB das fur die Instabilitat der 
Blutgerinnungsf aktoren verantwortlich gemachte Prothrombin 

15 mit Adsorptionsmitteln oder Fallungsmitteln aus Plasmafrak- 
tionen entfernt werden kann. Dies gilt vor allem fUr die 
Faktor VIII enthaltende Fraktion Es ist ebenfalls bekannt, 
daB der Faktor VIII zusammen mit Fibrinogen durch Glycin 
prSzipitiert werden kann; daB Aminosauren, insbesondere 

20 B-Alanin, fiir eine partielle Abtrennung des Fibrinogens 
vom Faktor VIII besonders geeignet sind und schlieBlich, 
daB unter bestimmten Bedingungen mineralische Adsorbenzien 
Verunreinigungen, die die Faktor VHI-Praparation begleiten, 
zu binden vermogen. 

25 

Alle diese bekannten EinzelmaBnahmen und ihre Kombinationen , 
konnten aber die Probleme der Instabilitat der Blutgerin- 
nungsf aktoren gegen Warme und ihrer Angreif barkeit 
durch Roteasen nicht befriedigend losen. Aucheine Ergan- 

30 zung dieser MaBnahmen durch zusatzliche Fallungs- und Frak- 
tionierungsschritte fuhrte zu keinem durchgreif enden Erfolg. 
Insbesondere stellte sich heraus , daB das als Fallungsmit- 
tel verwendete B-Alanin mit hoher Wahrscheinlichkeit fttr 
verschiedene Unvertraglichkeitsreaktionen verantwortlich 

35 zu machen ist, Danach verbietet sich die Anwendung dieses 
FSllungsmittels bei < Praparationen , die fiir die menschliche 
Therapie eingesetzt werden. 
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Von R. H. Wagner et al.; Thromb. Diath. Hamor VI,, 64 - 7 4 
(1964) ist bekannt, daB man Faktor VIII mit Hilfe von 
bestimmten Aminosauren prazipitieren kann. Danach ist es 
jedoch nicht moglich, Fibrinogen und Faktor VIII mit 

5 Hilfe einer Aminosauref allung quantitativ voneinander 

zu trennen. Auch die reinsten Faktor VIII-Konzentrate , die 
zur Zeit auf dem Markt sind, enthalten noch bedeutende 
Mengen von Fibrinogen. Das gilt auch fur die nach der Me- 
thode IV (Johnson, A. J.: Blood 28, 1011 (1966)) unter 

10 Verwendung von Polyathy lenglykol hergestellt^n Konzentrate. 

Das nachfolgend beschriebene Verfahren basiert auf dener- 
f indungsgemaS gewonnenen Eigenschaf ten und Erkenntnissen 
des Faktor VIII, seiner Herstellung und Stabilisierung 
15 sowie Erfahrungen mit Faktor II- und XIII- , Anti thrombin 
III- und Plasminogen- Konzentraten . 

Uberraschenderweise wurde namlich gefunden, daB die den 
bisher bekannten Verfahren fUr die Faktor VIII-Herstel- 
20 lung anhaftenden Mangel durch einfache Modif ikationen be- 
hoben werden konnen und es durchaus moglich ist, ein 
Fibrinogen-f reies und Hepatitis-sicheres Faktor VIII-Kon- 
zentrat herzustellen . 

25 Es war weiterhin uberraschend , daB die fur Faktor VIII ge- 
bundene Modifikation auch bei Faktor XIII zu einer Ver- 
besserung der Stabilisierung in waflriger Losung auch gegen- 
iiber dem Verfahren von Fukushima et al. fiihrt, und daB 
daruber hinaus das Verfahren nicht nur fur Faktor VIII und 

30 Faktor XIII, sondern auch auf Faktor II, Antithrombin III 
und Plasminogen angewandt werden kann. 

Es wurde schlieBlich gefunden, daB eine Erhitzung in Gegen- 
wart einer bestimmten Stabilisatorkombination das resul- 
35 tierende Praparat sowohl Hepatitis-sicher macht als auch 
das gerinnbare Fibrinogen praktisch quantitativ entfernt. 
Die vorliegende Erfindung kann deshalb sowohl als Verfahren 
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zur Stabilisierung der Gerinnungsf aktoren in waBriger 
Losung gegen Warme als auch als Verfahren zur Herstellung 
einer f ibrinogenf reien und Hepatitis-sicheren Praparation 
von Gerinnungsf aktoren angesehen werden. 

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Stabili- 
sierung der Gerinnungsf aktoren II, VIII, XIII und Anti- 
thrombin III sowie Plasminogen in waBriger Losung gegen 
Warme, dadurch gekennzeich.net , daB der Losung sowohl eine 
Aminosaure und ein Mono-, Oligosaccharid oder Zuckeralkohol 
zugesetzt wird. 



Als Folge dieser Stabilisierung ergibt sich, daB die 
wSssrige Losung der Gerinnungsf aktoren so lange erhitzt 
15 werden kann, daB eine Ubertragung von Hepatitis-Erregern 
nach dem Stand des heutigen Wissens praktisch auszu- 
schlieBen ist. Dies gilt vor allem in Verbindung mit Fal- 
lungsverfahren, bei denen der Wirkstoff im Oberstand bleibt 
und die Hepatitisviren zusammen mit dem unlSslichen Nieder- 
2o schlag abgetrennt werden konnen. Eine Praparation, die 

etwa 10 Stunden bei ca. 60°C in wassriger Losung gehalten 
wurde, gilt heute als praktisch Hepatitis-sicher . 

In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm fiihrt do.r Gegenstand 
25 der Erfindung zu einem Verfahren zur Herstellung von Fi- 
brinogen-freien und praktisch Hepatitis-sicheren Prapara- 
tionen der Gerinnungsf aktoren II, VIII, XIII und Antithrom- 
bin III sowie Plasminogen. Es ist dadurch gekennzeichnet , 
daB eine sie enthaltende Losung, vorzugsweise eine Plasma- 
30 oder Plazenta-Fraktion , mit 1,0 bis 3,0 mol/1 mindestens 
einer der Aminosauren Glycin, <<,- oder fi-Alanin, Hydroxy- 
prolin, Prolin, Glutamin , <C~ , 6" oder f-Aminobuttersaure , 
vorzugsweise aber Glycin und 20 - 60 % w/w, Mono-, Oligo- 
sacchariden oder Zuckeralkoholen, vorzugsweise 1 ,0 - 3,0 
35 mol/1 Glycin und 20-60 % w/w Saccharose versetzt; auf eine Tem- 
peratur zwischen 30°C und TOO°C, vo'-nqsweise 60°C bis 
100°C, erhitzt und 1 min bis 48 Std. , vorzugsweise etwa 
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10 Stunden, bei dieser Teir.peratur gehalten; wobei die 
kiirzeste Zeit der hochsten Temperatur zuzuordnen ist und 
umgekehrt. Urn eine maximale Ausbeute zu erreichen, mufl 
der pH-Wert spezifisch auf die einzelnen in der Lttsung 
vorhandenen Gerinnungsf aktoren abgestimmt werden. 
Allgemein ist ein pH-Wert in den Grenzen zwischen 6,5 
und 8,0 einzuhalten. 

Abhangig von der Loslichkeit der Aminosaure bzw. des 
Kohlehydrates kann der Wert von 3,0 mol/1 bzw. 60 % w/w 
zu hoheren Konzentrationen erweitert werden, wenn die 
einzelne Aminosaure bzw. das Kohlehydrat bei der gewunsch- 
ten Temperatur eine entsprechend hohere Loslichkeit auf- 
weist. Die Temperaturbehandlung kann auch in mehreren 
auf einanderf olgenden Schritten durchgefiihrt werden, 

Im Hinblick auf die thcrapcutische Anwendung der PrHparate 
kann die, die Gerinnungsf aktoren enthaltende Losung mit 
gangigen biochemischen Verfahren weitergereinigt , ggf . 
mit Protein-stabilisierenden Substanzen versetzt, steril 
filtriert und/oder lyophilisiert werden. Fur die Konfek- 
tionierung verwendet man die fur die Herstellung parenteral 
applizierbarer Praparate ubliche Maflnahmen. 

Mit der bevorzugt verwendeten Kombination von Glycin und 
Saccharose wird unter folgenden Bedingungen ein von ge- 
rinnbarem Fibrinogen freies Praparat erzielt: 1,0 - 2,5 
mol/1 Glycin und 40 - 60 % w/w Saccharose bei einer Be- 
handlung von 15 bis 120 min bei 35 bis 40°C; danach 5 - 
15 min bei 50 - 60°C, bei einem pH-Wert von 6,8 - 7,5. 

FUr die Herstellung eines Hepatitis-sicheren Praparates 
ist die Erhitzung liber 10 - 20 Std. auf 60 - 70°C in 
Gegenwart von Saccharose in einer Konzentration von 40 - 
60 % w/w und einer Glycin-Konzentration von 1,0 - 2,5 Mol/1 
notwendig. ZweckmaBigerweise geht man von Fraktionen aus, 
in denen der zu stabilisierende Faktor gemafi den zit 
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ten Verfahren angereichert ist; fiir Faktor VIII bei- 
spielsweise einer solchen, die nach dem als der Methode 
VI bekannten Verfahren von Cohn (J. Amer. Chem. Soc, 
6_8, 459 ff (1966) erhalten wird. Diese Fraktion wird 
5 aus Plasma mit Hilfe von 8 % Athanol unter den von Cohn 
angegebenen Bedingungen ausgef&llt und enth&lt neben 
verschiedenen Giobulinen Fibrinogen und Faktor VIII. 
Gleicherweise ist als Ausgangsmaterial eine KSltef cillung 
des Plasmas, das sogenannte Kryoprazipitat geeignet. 

10 Dieses ist erhaltlich nach J. G. Pool et al.: Ney England 
J. Med. 273 , 1443 - 1447 (1965). Zur Gewinnung des Kryo- 
prazipitats wird Frischplasma zunSchst auf eine Tempera- 
tur -30°C, danach auf +4°C gebracht und der dabei an- 
fallende Ruckstand gewonnen. Jede der genannten FSllungen 

15 enthalt mehr oder weniger Prothrombin, das leicht aktivier- 
bar ist und fiir den Aktivitatsverlust in Faktor VIII- 
Praparaten verantwortlich gemacht wird. Daher empfiehlt 
es sich, das Prothrombin vor Anwendung des Verfahrens 
gemciB der Erfindung zu entfernen, beispielsweise durch 

20 Adsorption an Aluminiumhydroxid oder Bariumsulf at , durch 
Fallung mit Acridinbasen oder durch Chromatographie an 
Ionenaustauscherharzen. Bevorzugt wird jedoch Aluminium- 
hydroxid in Gelsuspension verwendet. 

2 5 Die Kontrollen von Maflnahmen zur Anreicherung und Reini- 
gung von Faktor VIII sind dem Fachmann durch die Kenntnis 
von Bes;timmungsmethoden fiir die betreffenden Substanzen 
gelaufig. Unter Verwendung dieser Kontrollmethoden konnen 
die Veirf ahrensbedingungen unter dem Gesichtspunkt einer 

30 bef riecligenden Ausbeute und einer bef riedigenden Reinheit 
des Produktes gelenkt werden. 

Sowohl fUr die Bestimmung des Fibrinogens als auch des Fak- 
tors VIII sind in der Literatur mehrere Verfahren beschrie- 
35 ben. ZweckmaBig wird die Bestimmung des Fibrinogens nach 
folgender Vorschrift durchgef tihrt : 
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In einem Zentrif ugenrc$hrchen warden 1 ml der Fibrinogen 
enthaltenden Losung mit 9 ml physiologischer NaCl-L3sung 
verdiinnt und mit 0,6 ml einer Losung von 60 Einheiten 
Thrombin/ml zum Gerinnen gebracht. Nach 60-minutigem 
Stehenlassen bei 37 °C wird der Ansatz 30 min bei ca. 
150.000 R2B (Relative Zentrif ugaibe s chl eunigung nach DIN) 
in der Ultrazentrif uge geschleudert . Der Uberstand wird 
dekantiert und das Sediment dreimal mit 50 ml physiologi- 
scher NaCl-Ldsung auf einer Filternutsche gewaschen. Nach 
Trocknen des Sediments uber Nacht im Vakuum wird iiber eine 
Bestimmung des Stickstof f gehaltes nach Kjeldahl auf den Ei- 
weiBanteil in mg umgerechnet, der als Fibrinogen angegeben 
wird. Diese Methode erlaubt auch die Bestimmung von Fibri- 
nogen neben Faktor VIII. 

Die Bestimmung des Faktors VIII erfolgt beispielsweise 
nach folgendem Verfahren: 

1 Teil, z.B. 0,1 ml partielles Thromboplastin, z.B. her- 
gestellt nach der Patentanmeldung P 23 16 430.9-52 
(= Ma 160) wird mit einem Teil Faktor VIII-Mangelplasma 
und einem Teil verdiinnten Normalplasma vermischt. Diese 
Mischung wird 6 min bei 37 °C gehalten. Nach Zusatz von 
einem Teil einer auf 37°C vorgewarmten 0,025 molaren 
Calciumchlorid-Losung wird die Zeit bestimmt, die vom 
Zusatz der Calciumchlorid-Losung bis zum Auftreten eines 
Gemisches verstreicht. Zur quantitativen Aussage wird 
die aus der Faktor VIII enthaltenden Losung sich ergebende 
Gerinnungszeit unter Bezugnahme auf eine mit einer Normal- 
plasma-Verdiinnungsreihe erzielten Eichkurve abgelesen. 

1 Internationale Einheit (= 1 IE) Faktor VIII entspricht 
der Faktor VIII-Aktivitat von 1ml Normalplasma. 
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Fur die Weiterreinigung eines durch die Ami nosSure-Fallung , 
vorzugsweise durch eine Glycin-Fallung mit 1-3 mol/1 bei 
erhohten Temperaturen von Fibrinogen befreiten Faktor 
VHI-Praparates kann nach verschiedenen Methoden verfahren 
werden, wobei immer die Aktivitat des Faktors VIII im Vor- 
dergrund steht. Als besonders vorteilhaft hat sich erwie- 
sen, die Minosauren-enthaltende Losung der Fibrinogen- 
freien Faktor VHI-Praparation mit einem Neutralsalz in 
einer Konzentration zu versetzen, welche Faktor VIII aus 
der waBrigen Losung verdrangt. Vorteilhaft wird die Fal- 
lung des Faktor VIII mit Natriumchlorid oder Kaliumchlorid 
vorgenommen. Das Salz wird zweckmaBig als festes Salz zu- 
gegeben. Es kann auch in einer konzentrierten Losung zuge- 
setzt verden. Bei einer Endkonzentration von 10 - 20 % 
(w/v) des Salzes wird Faktor VIII prazipitiert . Der Ruck- 
stand kann durch Zentrif ugat ion oder Filtration gewonnen 
werden. 

Zum Erzielen eines Hepatitis-sicheren PrMparates wird der 
Ruckstand in einer Losung von 1-3 mol/1 Glycin und 10 - 
60 % w/w Saccharose mindestens 10 Std. auf 60 - 70°C er- 
hitzt. Hierzu konnen auch Faktor VHI-Praparate einge- 
setzt werden, die nach einem anderen Verfahren als dem 
beschriebenen gewonnen wurden (s. Beispiel 2). Eine hoch- 
tourige Zentrif ugation kann haufig die Qualitat der Pre- 
paration noch verbessern. Das Produkt ist danach sehr 
proteinarm. Spezifische Aktivitaten von 20 - 40 Einheiten 
Faktor VIII pr mg EiweiB konnen erreicht werden. Fur die 
Anwendung am Menschen muB die Preparation einer Sterilfil- 
tration unterzogen werden* 

Die nach diesem Verfahren erhaltliche proteinarme Faktor 
VHI-Praparation / welche frei von gerinnbarem Fibrinogen 
und Hepatitis-sicher ist, stellt im besonderen den Gegen- 
stand der Erfindung dar. 
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Zur Erhohung der Lagerstabilitat ist es zweckmaBig , dem 
gereinigten Faktor VIII-Konzentrat Protein-stabilisierende 
Substanzen, beispielsweise Proteine, Aminosauren oder 
Kohlenhydrate, zuzusetzen. SchlieBlich kann das dieser 
Behandlung unterzogene Praparat in gef riergetrockneter 
Form zur Verfugung gestellt werden. 

Das erfindungsgemafie Produkt ist, in einer fUr die pharma- 
zeutische Verabreichung geeigneten Losung, ein Arzneimit- 
tel fur die Behandlung von Koagulopathien und kann'.intra- 
venos, vorteilhaft als Infusion, zur Therapie und Prophy- 
laxe von durch Faktor VIII-Mangel bedingten Blutungen, 
beispielsweise bei Hamophilie-A-Kranken , eingesetzt werden. 

Zur Gewinnung eines Faktor XIII-Konzentrats kann man von 
einer Fraktion humaner Plazenten ausgehen, wie sie bei- 
spielsweise nach einem Verfahren von Bohn, H. et al. 
(Deutsche Patentschrif t 20 63 069) erhalten wird. Dazu 
werden gefrorene humane Plazenten mit 0,5 %iger NaCl-L8- 
sung extrahiert und der Faktor XIII aus dem gewebefreien 
Uber stand mit einer Acridin-Base ausgefallt. 

Nach AufschlieBen des Acridin-Adduktes mit 2,5 %iger NaCl- 
Losung wird die Faktor XHI-haltige Losung mit Cetylpyri- 
diniumchlorid von sauren Begleitproteinen und Lipiden ge- 
reinigt und nach erneuter Behandlung mit der Acridin-Base, 
AufschluB mit 2,5 % NaCl -Losung und Konzentrieren durch 
Fallen mit Ammoniumsulf at und Gelf iltration weitergereinigt • 
Die Faktor XHI-aktiven Fraktionen werden vereinigt und 
durch Druckf iltration oder erneute Neutralsalzf Sllung 
konzentriert . 

Die Aktivitat des Faktor XIII wird mit einem Verdiinnungs- 
test bestimmt (vgl* Thromb. diathes. haemorrh. 23_/ 455. 
(1970)). Man macht sich dabei die unterschiedliche Los- 
lichkeit des vernetzten und (mangels f ibrinstabilisieren- 
den Faktors) nicht vernetzten Fibrins in 1 %iger Chlores- 
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sigsaure zunutze. Mit steigenden Verdilnnungen der zu 
bestimmenden Losung werden zunachst aus Faktor XHI-freiem 
Fibrinogen mittels Thrombin Fibringerinnsel erzeugt und 
mit 1 %iger Chloressigsaure inkubiert. Danach wird dieje- 
5 nige Verdunnung, in der das Fibringerinnsel gerade noch 
erhalten bleibt, bestimmt. Diese ist die Faktor XIII-Kon- 
zentration, die zur Vernetzung gerade ausreicht. In der 
nachsthoheren Verdunnung lost sich das Fibringerinnsel auf • 

10 Als Bezugssubstanz dient normales Mischplasma . Die in 1 ml 
enthaltene Faktor XIII-Aktivitat ist als eine Einheit de- 
finiert. Die gesuchte f ibrinstabilisierende Aktivit&t er- 
rechnet sich aus dem Verh&ltnis der Grenzwer^e fiir die 
Verdunnung von Mischplasma und Testlosung. 



Zur Herstellung eines Hepatitis-sicheren Praparates wird 
das so charakterisierte XIII-Konzentrat mit Glycin und 
Saccharose versetzt und erhitzt unter Bedingungen, wie 
sie auch bei Faktor XIII beschrieben werden. Dabei ist 
20 es fiir die Ausbeute wichtig, den pH-Wert oberhalb von 
6,8 zu halten. Unter diesen Bedingungen ist das erfin- 
dungsgemiiGc Verfahren dem von Fukushima et al« tlborlegono 
Wie die folgende Tabelle zeigt, flihrt es zu wesentlich 
httheren Ausbeutens 



15 



25 
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Methode nach Fukushima 
Pat. Sho. 51-134878 


Erf indungsgemSBe 
Methode 




pH-Wert 


7,0 8,0 


6,3 6,3 7,0 8,0 


5 


Stabilisatoren 








Saccharose % w/w 




t;n " SO SO 




Glycin mol/1 


2,6 


2 2,6 2 2 


10 


Mannit % 


20 


— 20 — — 




Akt. vor Erhitzen 


133 100 


50 42 83 83 




E/ml 






15 


Akt. nach Erliitzen 
lO Std,/60°C 
E/ml 


0 33 


17 5 50 50 




Ausbeute 


0 33 


34 12 60 60 



20 



Fur die Weiterreinigung des so behandelten Faktor XIII- 
Konzentrates kann wie beim Faktor VIII beschrieben verfah- 
ren werden. Zur Fallung des Faktor XIII mit Neutralsalz 
hat sich die Verwendung von Ammoniumsulfat in einer Endkon- 
zentration von 10 - 40 % w/v als vorteilhaft erwiesen. 

Fur die Anwendung am Menschen wird das Produkt einer Ste- 
rilf iltration unterworfen. Zur Stabilisierung fur die Ge- 
f riertrocknung wird die Faktor XHI-haltige Losung mit Pro- 
teinen und Kohlehydraten , vorteilhaft mit Human-Albumin 
und Glucose versetzt. 
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Um zu einem Hepatitis-sicheren Faktor II-Konzentrat zu ge- 
langen, geht man von einer Fraktion aus, wie sie beispiels- 
weise nach dem. Verf ahren von Soulier, J. P. et al.; Thromb. 
diath. haemorrh. Suppl. 3_^/ 61 (1 969) erhalten wird. Dazu 

5 adsorbiert man Plasma, das aus einem mit 0,01 mol/1 

EDTA = Ethylendiamino-tetra-acetat anticoaguliertem Blut 
gewonnen wurde r mit Tri-Calciumphosphat und zentrif ugiert 
ab. Dabei wird der Faktor II quantitativ an das Adsorbens 
gebunden und kann durch mehrf aches Eluieren mit 0,2 mol/1 

10 Tri-Natriumcitrat wieder gewonnen verden. Die vereinigten 
Eluate werden durch kombinierte Alkohol- und Essigsaure- . 
fallungen bei Temperaturen von -8° bis +4° C weiter ge- 
reinigt. Dabei wird der Faktor II gleichzeitig ankonzen- 
triert . 

15 

Man nimmt das Konzentrat in einem geeigneten Puffer, vor- 
teilhaft Kochsalz/Natriumcitrat auf und bestimmt die Akti- 
vitat des Faktors II. 

20 Die AktivitStsbestimmung ist dem Fachmann im allgemeinen 

bekannt. Sie kann zum Beispiel nach der Methode von Roller, 
F. et al. (Dtsch. med. Wschr. jH, 516 (1956) erfolgen. Da- 
zu wird ein Teil, z.B. 0,1 ml Faktor II-Mangelplasma und 
1 Teil verdiinntes Normalplasma vermischt. Diese Mischung 

25 wird 30 sec bei +37°C gehalten, Danach setzt man 2 Teile 
calciumhaltiges Thromboplastin, z.B. hergestellt nach 
dem deutschen Patent 2 356 493 , zu und bestimmt 
die Zeit die bis zum Auftreten eines Gerinnsels ver- 
streicht. Zur quantitativen Aussage wird die aus der Fak- 

30 tor II enthaltenden Losung sich ergebende Gerinnungszeit 
unter Bezugnahme auf eine mit einer Normalplasma-Verdun- 
nungsreihe erzielten Eichkurve abgelesen. 

Eine Einheit Faktor II entspricht der Faktor II-Aktivitat 
35 von 1 ml Normalplasma. 
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Zur Abtotung der Hepatitis-Viren werden der so charakteri- 
sierten Faktor II-Losung Glycin und Saccharose zugesetzt 
und erhitzt, unter Bedingungen, wie sie bei Faktor VIII 
beschrieben werden. 

Fur die Weiterreinigung wird die erhitzte Faktor II-Lttsung 
gegebenenf alls zentrif ugiert und die aktive Komponente 
durch Ausf alien mit Neutralsalz oder Alkohoi, vorteilhaft 
15 - 40 % v/v, bei einem pH-Wert von 5,0 - 6,5 ankonzen- 
triert. Ftir die Anwendung am Menschen wird das Produkt 
einer Sterilf iltration unterworfen. Zur Stabilisierung 
bei der Gef riertrocknung kann der Zusatz von Antikoagulan- 
tien, wie beispielsweise Heparin, vorteilhaft sein. 

Um ein von infektiosem Virus freies Antithrombin III-PrM~ 
parat zu erhalten, kann man beispielsweise von einem Ver- 
fahren ausgehen, wie es von Andersson, L.K et al. (DE-AS 
22 43 688) beschrieben wird. Danach wird Dextransulf at , 
Heparin oder Chondroitinsulf at , fur sich alleine oder in 
Gegenwart von Agarose bzw. Lysin-Agarose , mit Bromcyan in 
alkalischem Medium durch Vernetzen unlSslich gemacht. Nach 
Xqu ilibrieren eines dieser Materialien in einer Chromato- 
graphiesaule mit geeignetem Puffer adsorbiert man damit 
Citrat-Plasma . Man wSscht das Gel frei von Plasma und elu- 
iert die Antithrombin III-haltige Fraktion mit einem Puf- 
fer hoherer Molaritat. Gegebenenf alls kann die Preparation 
durch Gelf iltration uber ein Molekularsieb weiter gereinigt 
werden. Nach Ankonzentrierung liber eine Neutralsalzf Sllung , 
vorzugsweise Ammoniumsulf at , wird die Aktivitat des Anti- 
thrombin HI-Konzentrates bestimmt. 

Dazu sind dem Fachmann sowohl immunologische als auch 
funktionelle Testmethoden bekannt. Vorzugsweise wird die 
von Keimburger, N . et al. in: Laboratoriumsblatter 28, 65 
(1978) beschriebene Methode verwendet: 2 Teile, z.B. 0,2 
ml, Antithrombin III-Reagenz werden mit 2 Teilen vecdiinn- 
tem Normalplasma vermischt und 4 min bei +37°C gehalteno 

Q30CU5/02U 
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1 Teil dieses Ansatzes wird dann zu 3 Teilen einer stan- 
dardisierten Rinderf ibrinogenlosung gegeben und die Zeit 
gemessen, die bis zur Ausbildung eines Gerinnssls vorgeht. 

5 Zur quantitativen Aussage wird die aus der Antithrombin 
III-enthaltenden Lcsung sich ergebende Gerinnungszeit 
unter Bezugnahme auf eine mit einer Normalplasma-Verdtin- 
nungsreihe erzielten Eichkurve abgelesen. Eine Einheit 
Antithrombin III entspricht dessen Aktivit&t in 1 ml Normal- 

10 plasma. 

ZU-; Abtotung der Hepatitisviren wird das so charakteri- 
sierte Antithrombin III-Konzentrat mit Glycin und Saccha- 
rose in der fur Faktor VIII beschriebenen Weise versetzto 

15 Nach dem Erhitzen kann gegebenenf alls denaturiertes Pro- 
tein durch Zentrif ugation entfernt werden. Das Antithrom- 
bin III wird durch Druckdialyse oder Umfallen mit Neutral- 
salz , vorzugsweise mit 50 - 80 % w/v Amirioniumsulf at , kon- 
zentriert und weiter gereinigt. Zur Anwendung am Menschen 

20 wird es auf physiologische Salzkonzentration dialysiert, 
sterilf iltriert und kann zur langeren Lagerung auch lyo- 
philisiert werden . 

Ein Hepatitis-sicheres Plasminogen-Praparat kann bei- 
25 spielsweise ausgehend von dem Verfahren nach Heimburger, 
N. (DE-P 20 57 401) hergestellt werden, Dazu wird ein 
wasserunlosliches Copolymerisat hergestellt, in das eine 
Aminocarbonsaure mit £-standiger Aminogruppe einpolymeri- 
siert ist. 

30 

Humane s Plasma wird mit diesem Adsorbens in Kontakt ge- 
bracht , wobei das Plasminogen am Adsorbens angereichert 
wird und durch Elution gewonnen werden kann* 

35 



030045/021 4 



- 17 - 



2916711 



Die Aktivitat dieser Fraktion kann beispielsweise nach 
der Methode von Jacobi, E. et al. (Med. Welt 2£, 1996 
(1975)) bestimmt werden. Danach werden 2 Telle, z.Bo 
0,2 ml Plasminogenreagenz , mit 1 Teil verdtfnntem Normal- 
plasma vermischt. Diese Mischung wird 3 min bei +37°C 
gehalten. Danach werden 1,5 Internationale Einheiten 
Thrombin zugesetzt und die Zeit bestimmt, die bis zur 
Ausbildung eines Gerinnsels vorgeht. Zur quantitativen 
Aussage wird die aus der Plasminogen enthaltenden Lfisung 
sich ergebende Gerinnungszeit unter Bezugnahme auf eine 
mit einer Normalplasma-Verdunnungsreihe erzielten Eich- 
kurve abgelesen. Eine Einheit Plasminogen ist definiert 
als diejenige f ibrinoly tische Aktivitat, die in 1ral 
Normalplasma enthalten ist. Sie entspricht 500O Christen- 
sen-Einheiten. 

Eine solchermafien charakterisierte Plasminogen-reiche 
Fraktion wird in einem pH-Bereich von 6,5 bis 8,0 mit Sac- 
charose und Glycin versetzt und erhitzt unter Bedingur.gen , 
wie sie bei Faktor VIII beschrieben werden. 

Nach Verdunnen der Losung und gegebenenf alls Abzentrifu- 
gieren von ents tandenem denaturiertem Protein wird das 
Plasminogen mit Neutralsalz, vorzugsweise mit Ammonium- 
sulfat, ausgefallt und kann nach Dialyse gegen eine iso- 
tonische Salzlosung sterilf iltriert und gef riergetrocknet 
werden . 

Die Erfindung soil an den nachstehenden Beispielen naher 
erlautert werden: 
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Beispiel 1 : 

Hepatitis-sicheres Faktor VIII-Konzentrat aus Humanplasma 

3,9 1 Plasma werden schnell auf -30°C abgeklihlt und nach 

5 24 Std. auf +4°C gebracht. Danach wird bei +4°C der Riick- 
stand in einer Zentrifuge bei 2.000 x g (15 min) abge- 
schleudert .und gewonnen. Das. resultierende KryoprSzipitat 
47 g wird in 175 ml einer mit Natriumcitrat gepuf f er- 

ten Kochsalzlosung vom pH 7,0 bei 25°C aufgelost. Man 

^0 erhalt eine 2,5 %ige Proteinldsung. Diese Proteinlc^sung 
wird mit 1/10 Volumenteil einer 25 %igen Al (OH) ^-Suspen- 
sion (British Drug House, England) versetzt und 20 min 
geruhrt. Die Auf schlammung wird 30 min bei 3.000 x g zen- 
trifugiert. Der Niederschlag wird verworfen. Danach ver- 

15 setzt man den Uberstand mit festem Glycin bis zu einer 
Endkonzentration von 2,2 mol/1 und erwarmt anschlieSend 
schnell auf 37°C. Nach 30 min bei dieser Temperatur wird 
der Ansatz ebenso schnell auf +5°C abgeklihlt. Der dabei 
sich bildende Niederschlag wird in 30 iuin bei 3.000 x g 

20 abzentrif ugiert und verworfen. Danach erwarmt man die 
iiberstehende Losung abermals, diesmal auf 56 °C, belaBt 
die Losung 5 min bei dieser Temperatur, kuhlt danach auf 
20°C ab. Bei dieser MaBnahme fallt das restliche Fibrino- 
gen zusammen mit Globulinen aus. Es wird bei 3.000 x g 

25 (30 min) abzentrif ugiert . Die iiberstehende Faktor VIII- 

Losung wird mit festem Kochsalz auf eine Endkonzentration 
von 15 % (w/v) gebracht und ca. 1 Std. bei einer Tempera- 
tur von 20°C belassen; dabei fallt die r'ahtor VIII-Aktivi- 
tat aus. Sie wird 30 min bei 3.000 x g abzentrif ugiert . 

30 Der Rlickstand wird in 1 5 ml einer mit Natriumcitrat gepuf- 
ferten Kochsalzlosung vom pH-Wert 7 aufgelost. 
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'Nach Zentrifugieren und Klarf iltration wird das Filtrat 
mit 50 % w/w Saccharose und 2 raol/1 Glycin versetzt und 
die viskose Losung 10 Stunden auf 60°C erhitzt. Die er- 
hitzte Losung wird zur H-arabsetzung der ViskositSt mit dem 

5 gleichen Volumen eines Puffers verdunnt, der 2,2 mol/1 
Glycin, 0,02 mol/1 Citrat und 0,06 mol/1 NaCl und einen 
pH-Wert von 6,8-7 besitzt. Aus dieser Losung wird der 
Faktor VIII mit Kochsalzlosung ausgefSllt; dafttr wird eine 
Losung mit 35 % (w/v) NaCl verwendet, die bei einem pH- 

10 Wert von 6,8 - 7 2,2 mol/1 Glycin und 0,02 mol/1 Citrat ent- 
halt. Von dieser gepufferten Kochsalzlosung wird soviel 
der Faktor VHI-haltigen Losung zugesetzt, bis eine End- 
konzentration von 15 % (w/v) erreicht ist. Der Nieder- 
schlag wird bei 3,000 x g abgeschleudert und in 12 ml 

15 Citrat-NaCl-Puf f er mit 2 % Glycin und 0,5 % Human-Albumin 
aufgenommen. Von dieser Losung wird die Faktor VIII- 
Aktivitat bestimmt. Die Losung enthielt 30 IE/ml - 1 IE 
entspricht der Aktivitat von 1 ml frischem Citratmisch- 
plasma gesunder Spender, 

20 

Beispiels 2; 

Erhitzen eines nach dem Verfahren von Johnson et al. 
(Blood 28, 1011 (1966)) hergestellten Faktor VHI-Pra- 
2 5 parates zur Inaktivierung von Hepatitisviren 

Das Lyophilisat von 4 Abfullungen Faktor VIII-Konzentrat 
mit jeweils ca. 250 IE wird bei 37°C in 40 ml einer waB- 
rigen Losung aufgenommen, die 2,2 mol/1 Glycin und 1 g/ml 
30 Saccharose enthalt. Nach vollstandigem Losen des Inhalts 
wird die Abfiillung luftdicht verschlossen und im Wasser- 
bad TO Std. bei 60°C inkubiert. 

Die zahfliissige Losung wird nach Abkiihlen bei Raumtem- 
35 peratur 3x3 Std. gegen das SOfache Volumen Citratpuffer 
0,02 mol/1, der 0,06 mol/1 NaCl und 10 mg/ml Glycin ent- 
h^lt, dialysierto 
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Das wahrend des Erhitzens ausgefallene Protein, vorwiegend 
Fibrinogen/ wird abzentrif ugiert und die klare LSsung 
steril filtriert und lyophilisiert . Die AktivitSt des 
Lyophilisats nach Losen in 20 ml aqua dest. lag bei 
26 IE/ml. DemgemaB konnte aus 4 Abfullungen Faktor VIII- 
Konzentrat mit ca. 250 IE eine Abfullung mit Hepatitis- 
sicherem Material von ca. 500 IE hergestellt werden. 

Beispiel 3: 

Herstellung eines Kepatitis-sicheren Faktor XIII Konzen- 
trates aus Human-Plazenten 

15 kg gefrorene Plazenten vom Menschen (diese Menge ent- 
spricht etwa 24 Plazenten) werden fein zerkleinert und 
mit 15 Liter einer 0,5 %igen Natriumchloridldsung ver- 
ruhrt. Das entstandene Gemisch wird auf 10°C erwarmt und 
zentrif ugiert . Aus dem gewebefreien Uber stand wird die 
f ibrinstabilisierende Aktivitat bei pH 6,0 mittels einer 
3 %igcn Diaminoathoxyacridinlactat-Ltisung bis zu oinor 
Konzentration von 8 % Diaminoathoxyacridinlactat , bezogen 
auf EiweiB, gefallt und durch Zentrif ugation isoliert. 

Das Zentrif ugat wird in 9 Liter Wasser bei pH 7/0 suspen- 
diert, gewaschen und wieder zentrif ugiert . Der Riickstand 
wird in 8 Liter einer 2,5 %igen Natriumchloridldsung, die 
noch 0,125 % Athylendiamintetraessigsaure (EDTA) enthSlt 
und auf pH 7 , 5 eingestellt wurde , aufgenommen, verriihrt 
und nach 4 Stunden vom Unloslichen separiert. Der Uber- 
stand wird mit Wasser auf 15 Liter aufgefiillt. Diese Lo- 
sung wird mit 0,3 Liter einer 3 %igen N-Cetyl-pyridinium- 
chlorid-Losung bei pH 7,0 versetzt. Dadurch werden Begleit- 
proteine und Mucopolysaccharide ausgefallt. Sie werden 
durch Zentrif ugation entfernt. Zu der uberstehenden L5sung 
werden 0,75 Liter einer 3 %igen Diaminoathoxy-acridinlac- 
tat-Losung gegeben, wodurch die f ibrinstabilisierende Ak- 
tiviuat ausgefallt wird. Nach Abhebern des Uberstandes 
wird die Diaminoathoxy-acridinlactat-Fallung mit 1 Liter 
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einer 5%igen Natriumchloridlosung, die 25 g EDTA enthSlt 
und einen pH-Wert von 7,5 besitzt, durch 2stiindiges 
Ruhren zerlegt. Das abgeschiedene DiaminoMthoxy-acridin- 
lactat-Chlorid trennt man durch Filtration ab. Aus dem 
5 Filtrat wird der f ibrinstabilisierende Faktor durch Zugabe 
von 25 % festem Ammonsulfat unter Ruhren langsam ausge- 

f ant. 

Bis zu dieser Ammonsulf atf allung mu6 die Aufarbeitung der 
10 Plazenten moglichst rasch und bei Temperaturen* zwischen 

5 und 10°C erfolgen, urn groBere Aktivitatsverluste zu ver- 
meiden. Der Niederschlag der Ammonsulf atf allung wird nach 
4stundigem Stehen abzentrif ugiert . 

15- Zur Weiterreinigung werden 8 g der Ammonsulf atpaste mit 
0,01 molarer EDTA— L6 sung (pH 7,0) zu einem Brei verrUhrt 
und bei 4°C gegen einen 0,005molaren Tris (hydroxymethyl) 
aminomethan-Salzsaure- (Tris-HCl) -Puffer (pH 7,0) dialysiert, 
der 0,005 Mol EDTA/ 1 Puffer und 0,05 % Natriumazid ent- 

20 halt. AnschlieBend stellt man die Losung auf pH 6,0 ein. 

Die dabei entstehendfe Fallung wird abgeschleudert und ver- 

worfen. Der Oberstand wird auf pH 7,0 eingestellt und 

mittels Saulenchramatographie an vernetztem Dextran, er- 

(R) 

haltlich unter dem geschutzten Warenzeichen Sephadex 
25 gereinigt. Zur Elution dient eine 0,005molare Tris-HCl- 
Pufferlosung (pH 7,0), die 0,005 Mol EDTA/1 Puffer und 
0,1 % Natriumazid enthalt. Die aktiven Fraktionen werden 
nach dem Durchlauf gesammelt, und der f ibrinstabilisieren- 
de Faktor wird daraus mit Ammonsulfat gef Silt , ■ wozu 25 g 
30 pro 100 ml Eluat erforderlich sind. Der Niederschlag wird 
isoliert und in 0,005 molarem Tris -EDTA-Puf f er pH 7,0 ge- 
lost. 

Nach 20stundiger Dialyse gegen O,005molaren Tris-EDTA-Puf- 
35 fer pH 7,0 wird der f ibrinstabilisierende Faktor durch 

Einstellen des pH-Wertes auf 5,0 als Euglobulin ausgefSllt. 
Den nach Zentrif ugation entstandenen Rlickstand 16st man 
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in 2 ml physiologischer Natriumchloridlosung, die 0,01 mol 
EDTA/1 Losung enthalt und mit 0,2 n-Natr iumhydroxid-Losung 
auf pH 7,0 eingestellt worden war. 

5 In diese Losung werden 2 g feste Saccharose eingebracht 
und nach vollstandiger Losung weiterhin 0,6 g Glycin in 
fester Form zugesetzt. Der pH-Wert wird auf 7,0 eingestellt, 
Diese Losung wird 10 Std. auf 60°C erhitzt. Nach Erhitzen 
wird mit dem gleichen Volumen dest. Wasser verdiinnt und 

10 der Faktor XIII durch Einriihren von 0,25 g Ammonsulfat pro 
1 ml Losung gefailt. Der Niederschlag wird durch Zentri-fu- 
gation gewonnen und in 2 ml 0,85 % Kochsalzlosung , die 
0,01 mol/1 EDTA enthalt, aufgenommen. 

15 Nach Zugabe von 0,1 ml 20%igem Human-Albumin wird die 

Losung durch ein bakteriendichtes Filter sterilf iltriert 
und nacheinander gegen phy siologische Natr iumchlorid-Lo- 
sung und gegen physiologische Natriumchlorid-Losung mit 
0,5 % Glukose dialysiert. Man bestimmt nun die fibrin- 

20 stabilisierende Aktivitat der Losung im Vergleioh mit Hu- 

manplasma und verdiinnt mit glukosenhaltiger Natriumchlorid- 
Losung so weit, daB die Aktivitat von 4 ml Losung der 
Aktivitat von 250 bis 300 ml Mischplasma entspricht. Pro 
25 ml Verdvinnungslosung setzt man auBerdem noch 1 ml 

25 20%iges Human-Albumin zu. Nach Sterilf iltration wird in 
Portionen zu 4 ml abgefullt und lyophilisiert . 

Die gesamte aus 15 kg Plazenten gewonnene f ibrinstabili- 
sierende Aktivitat liefert 12 Abfiillungen mit.je 250 ml 
30 Plasmaaktivitat . Urn die gleiche Menge an f ibrinvernetzen- 
der Aktivitat aus Plasma zu isolieren, waren etwa 40 bis 
60 Liter Blut notwendig, was etwa 80 bis 120 Blutspenden 
a 500 ml Blut entsprache. 

35 
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Beispiel 4: 

Herstellung eines Hepatitis-sicheren Prothrombin-Konzen- 
trates aus Hamanem EDTA-Plasma 

Ausgehend von 400 Blutspenden zu 500 ml, mit jeweils 50 ml 
einer Losung 0,07%ig an EDTA-Natrium und 0,65%ig an Koch- 
salz antikoaguliert , werden ca. 100 Liter Plasma gewon- 
nen und innerhalb von 2 Tagen wie folgt weiterverarbeitet : 

Das Plasma wird bei 20°C mit 800 g Tri-Calciumphosphat 
versetzt und 20 min geruhrt. Danach trennt man das Adsor- 
bens durch Zentrif ugieren ab und versetzt den kompakten 
Niederschlag mit 5 1 Tri-Natriumcitratlosung 0 f 18 mol/1. 
Man riihrt 30 min bei 20°C und zentrif ugiert erneut. Der 
Uberstand (Eluat 1 ) wird dekantiert und der Ruckstand er- 
neut mit 2,5 1 Tri-Natriumcitratlosung 30 min bei 20°C 
geruhrt. Man zentrif ugiert und dekantiert wieder, verei- 
nigt den Uberstand (Eluat 2) mit Eluat 1 und verwirft 
den Ruckstand. 

Zur Abtrennung von f einverteiltem Adsorbens zentrif ugiert 
man die vereinigten Eluate 1 und 2 min bei 2000 x g. Den 
klaren Uberstand (7,3 1) verdunnt man mit gleichem Volu- 
men dest. Wasser und stellt den pH-Wert mit 2 N Essig- 
saure auf 6,8. Danach setzt man bei -8°C soviel Alkohol 
zu, daB eine Endkonzentration an Alkohol von 16 % v/v 
entsteht. Man schleudert den Niederschlag bei O - 4°C 
ab, stellt den Uberstand mittels 2 N Eisessig auf pH 5,2 
und bringt die Alkoholkonzentration bei -8°C auf 2-5 % 
v/v, Der Niederschlag, der hauptsachlich Faktor II ent- 
halt, wird in 1,2 1 eines Puffers aufgenommen, der aus 
9 Teilen 0,5 %iger Kochsalzlosung und 1 Teil 0,1 mol/1 
Tri-Natriumcitrat besteht. Die Losung wird auf pH 6,8 ein- 
gestellt und mit 1 g pro ml Saccharose und danach 0,15 g 
pro ml Glycin versetzt. Im verschlossenen Gef&fl wird 
diese Mischung 10 Std. bei 60°C erhitzto Danach wird sie 
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mit gleichen Volumen dest. Wasser verdUnnt und denaturier- 
tes Protein abzentrif ugiert . Der Uberstand wird erneut 
auf pH 5,2 gestellt und bei -8°C rait Alkohol auf eine End- 
konzentration von 25 % v/v gebracht. Der Niederschlag 
5 wird zentrif ugiert; der Uberstand verworfen. 

Den Niederschlag nimmt man in 20O mi des oben beschriebenen 
Kochsalz/Citrat-Puf f ers, pH 6,8 auf und dialysiert iiber 
Nacht gegen das SOfache des gleichen Puffers. Nach Zusatz 
10 von 10 USP-Einheiten Heparin pro ml wird die LSs'ung ste- 
rilfiltriert und lyophilisiert . Kan erhait 10 AbfUllungen 
mit je 200 Einheiten Faktor II. 

Beispiel 5: 

15 

Herstellung elnes Hepati tis-sicheren Antithrombln III-Kon- 
zentrates auc Human-Plasma 

3 3 
Zu einer Losung von 100 cm Dextransulf at (20 mg/cm ) 

20 werden 5 g BrCN zugegeben. Der pH-Wert wird dann mit Hil- 
fe von 5 m NaOH auf 11,0 eingestellt, dieser pH-Wert min 
lang auf rechterhalten und dann mit 5 HC1 auf pH 8,5 zu- 
ruckgestellt und das Gemisch unter Rlihren iiber Nacht 
stehengelassen. Es bildet sich eine weiBe, kornige, gel- 

25 artige Paste. Die Paste wird in eine kleine Saule von 5 mm 
0 x 8 cm gegeben und mit einem Puffer von pH-Wert 8,5, der 
O f 02 m TRIS, 0,01 m Citrat und 0,15 m NaCl enthalt aqui- 
libriert. 2 cm normales Plasma werden durch die Saule 
gegeben* Nach dem Durchgang durch die Saule hat das Plasma 

30 seine Koagulationsf ahigkeit verloren. Die Saule wird zu- 
nachst mit dem Originalpuf f er gewaschen und dann durch 
stufenweise Erhohung der Salzkonzentration auf 1 m NaCl 
eluiert. Das Eluat wird mit 80 g Ammoniumsulf at pro 100 ml 
Losung versetzt und 2 Std. geriihrt. Der Niederschlag wird 

35 zentrif ugiert und in 1 ml dest. Wasser aufgenommen. Danach 
werden 1 g Saccharose und nach deren vollstandigem L5sen 
noch 0,3 g Glycin zugesetzt. Die Antithrombln III-haltige 
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Losung wird 10 Std. auf 60°C erhitzt. 

Nach Zugabe von 4 ml dest. Wasser und 3 g Ammoniumsulf at 
wird nach 18 Std. stehen bei 4°C der Antithrombin III-hal- 
tige Niederschlag abzentrif ugiert und 1 ml phys. NaCl auf- 
genommen. Nach Dialyse gegen physiol. Kochsalzlosung ent- 
halt das Praparat 1,6 Einheiten Antithrombin III pro ml, 
was einer 80%igen Ausbeute entspricht. 

Beispiel 6: 

Her ste Hung eines Hepatitis-sicheren Plasminogen-Konzen- 
trates aus Human-Plasma 

100 mg Copolymerisat aus Propylen und Maleinsaureanhydrid 
- wie in DE-P. 20 57 401 naher beschrieben - werden in 
0,15 mol/1 Kaliumphosphatpuf f er vom pH-Wert 7,5 in einem 
Gesamtvolumen vom 5 ml fein suspendiert. Dann setzt man 
unter Ruhren 10 mg Hexamethylendiamin zu, die in 1 ml des 
oben angegebenen Phosphatpuf f ers gelost werden. Anschlies- 
sen werden 5 ml einer 2,5%igen Kaliumphosphatgepuf f erten 
Lysinlosung vom pH 7 , 5 dazu pipettiert und der Ansatz 
24 Std. lang bei 4°C geruhrt. Dann wird das unlosliche Ver- 
netzungsprodukt durch Zentrif ugation gewonnen, mit physio- 
logischer Kochsalzlosung Lysin-frei gewaschen, mit destil- 
liertem Wasser gespult und lyophil getrocknet. 

100 mg des lyophilisierten Vernetzungsproduktes werden 
nach Ansteigen mit einigen ml Humanplasma in 70 ml Human- 
plasma suspendiert, der pH-Wert mit verdunnter Salzsaure 
auf 7,0 eingestellt und der Ansatz 30 min bei 37 °C geriihrt. 
Das Adsorbens wird dann in der Zentrifuge abgeschleudert 
und mit 0,15 m Natriumphosphatpuf f er vom pH-Wert 6,4 so 
lange gewaschen, bis die Waschwasser proteinfrei sind. Die 
Elution des Plasminogens erfolgt mit 25 ml einer 0,1 mol/1 
Tris- (hydroxymethyl) - aminome than 1 5 s ung vom pH-Wert 10,0, 
die 0,05 mol/1 Ly sin enthalt. Das Eluat wird mit normaler 
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. Salzsaure neutralisiert und unter Ruhren gegen das gleiche 
Volumen gesattigter Ammonsulf atlosung dialysiert. Die Fal- 
lung wird abzentrif ugiert , in 2 - 3 ml 0,1 Dinatriur^- 
hydrogenphosphat-Losung aufgenommen und zweimal 12 Std. 
5 gegen jeweils das 100fache Volumen der gleichen Losung 
dialysiert. 

Das Dialysat wird mit 1 g Saccharose pro ml, danach mit 
0,15 g Glycin pro ml Losung versetzt und 10 Std. fc>ei 60°C 

10 gehalten. Die Losung wird danach mit dem gleichen Volumen 
an dest. Wasser verdunnt und dann gegen das 20-fache Volu- 
men gesattigter Ammoniumsulf atlosung dialysiert. Der Nie- 
derschlag wird durch Zen tr if ugation gewonnen,in 3 ml 0,1 nol/1 
Dinatriunthydrogenphosphatlosung aufgenommen und gegen 0,1 irol/1 

15 Natriumphosphatpuf fer , pH 7,5 bis zum Elektroly tausgleich ' 
dialysiert. 

Als Endprodukt erhftlt man 3 ml einer 0,31 %igen Plasmino- 
genlosung mit 37 300 Chris tensen-Einheiten (Chr-E) /ml und 
20 120Q0 Chr-E/mg Protein. Das Ausgangsmaterial besitzt einen 
Plasminoc ntiter von 4000 Chr-E/ml und 53 Chr-E/mg Protein. 
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PATEN TAN SP RUCHE : 2916711 

1. Verfahren zur Stabil isierung der Gerinnungsf ak toren 
II, VIII, XIII und Antithrombin III sowie Plasminogen 
in wassriger Losung gegen Warme, dadurch gekennzeich- 
net, daB der Losung eine Aminosaure und ein Mono-, 
Oligo saccharid oder Zuckeralkohol zugesetzt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , 
daB eine die Gerinnungsf ak toren II, VIII, XIII, Anti- 
thrombi III und/oder Plasminogen enthaltende LSsung 
mit 1,0 bis 3,0 mol/1 inindestens einer der Aminos&uren 
Glycin, dL - oder B-Alanin, Hydroxyprolin, Prolin, Glut- 
amin, - , B- oder ^-Aminobuttersaure sowie 20 - 60 % 
w/w eines 01 igosacchar ids oder Zuckeralkohols versetzt 
und 1 min bis 48 Stunden auf eine Temperatur zwischen 
30 und 100°C erhitzt wird. 

3. Praktisch Fibrinogen-f reier Gerinnungsf ak tor II, herge- 
stollt nach einem Verfahren der Ansprtiche 1 und 2. 

4. Praktisch Fibrinogen-f reier Gerinnungsf ak tor VIII, 
hergestellt nach einem Verfahren der Anspruche 1 und 2 

5. Praktisch Fibrinogen-f reier Gerinnungsf ak tor XIII, 
hergestellt nach einem Verfahren der AnsprUche 1 und 2 

6. Praktisch Fibrinogen-f reies Antithrombin III, her- 
gestellt nach einem Verfahren der Anspruche 1 und 2. 

7. Praktisch Fibrinogen-f reies Plasminogen, hergestellt 
nach einem Verfahren der Anspruche 1 und 2. 
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